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Beitrag zur Darstellung und Kenntnis des Thrombins. 
Von 
Max Bleibtreu and Edgar Atzler. 
(Aus dem physiologischen Institut in GreifswMd.) 
. (Eingegangen am 21. Januar 19"20.) 
Wenn auch seit den k]assischen Untersuehungen A lexander  
Sehmidts  und Olof Hammarstens  fiber die Blutgerinnung ~uBerst 
wertvolle Beitr~ge zu dieser Frage geliefert worden sind, so setzen die 
bisher gemachten Entdeckuagen uns noeh keineswegs in den Stand, 
den Vorgang der Gerinnung restlos zu erk]~ren. Bei dem Gerinnungs- 
vorgang spielen offenbar so viele dutch- uad nebeneinanderlaufende 
Prozesse eine l~olle, dab es Morawi tz  als ein besonderes Verdienst 
anzurechnea ist, wenigstens die Haulotphasen der Gerinnung klar er- 
kann~ und in einem fibersichtlichen, wenn aueh unverbindlichen Schema 
festgelegt zu haben. Der Weg ffir die weitere Erforsehung war also 
genau vorgezeiehnet, und viele Untersucher besehritten ihn. Aber 
trotz emsigster Arbeit herrschen unter den auf diesem Gebiete arbei- 
tendea Forsehern noeh viele bisher unfiberbrfickbare Gegensi~tze in 
gruadlegeaden Fragen. Hier sei spezie]l an das Thrombin erinnert, 
dessen Uaentbehrliehkeit fiir das Zustandekommen iner typisehen 
Blutfaserstoffgerinnung wohl yon niemanden mehr bestritten, fiber 
dessen Wirkung, Natur und Herkuaft abet die Meinungen immer noch 
sehr geteilt sind. Wean wir ira ~olgeaden das Thrombin, entsprechend 
der yon AI. S eh mid t begrfindeten Auffassung, aueh als Fibrinferment 
bezeiehnen, so wollea wir damit der ebenfalls umstrittenen Frage, ob 
fiberhaupt clieser Substanz die Fermentnatur zukommt, nieht vor- 
greJfen. 
Um aber der Frame fiber die ~qatur des Thrombins n~her zu kommen, 
erscheint es uns wichtig, ffir die Darstellung des Thrombins bzw. f fir die 
I-[erstellung wirksamer Thrombinl6sungen bequemere und reichliehere 
Ausbeute verspreehende Methoden, als die bisher fibliehen, ausfindig 
zu machen; auch ist ja zu erwarten, dab jede neue Darstellungsmethode 
brauehbare Anhaltspunkte fill' die ]~eurteilung dieser Substanz und 
damit aueh des Gerinnungsproblems liefern kann. 
Am meisten angewandt wird wohl die Methode yon A1. Schmidt :  
F~llung des Serums mit dem 15--20fachen Volumen Alkohol, einig~ 
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l~Ionate stehenlassen, Niedersehlag abfiltrieren und trocknen; Extrak- 
tion des Fermentes aus dem getrockneten Pulver mit Wasser. 
Die auf diese Weise gewonnenen Fermentl6sungen haben den u 
dab sie nur wenig fremde Beimengungen thalten, weft dureh das lange 
Stehen mater Alkohol die gef~llten EiweiBsubstanzen i  Wasser immer 
unl6slicher werden. Das Verfahren hat aber den Nachteil, dab es sehr  
zei*raubend und wegen der groBen Alkoholmenge sehr kostspielig ist. 
Schon seit lgngerer Zeit versuchte der eine yon uns (B.) eine Ab- 
trennung des Thrombins, welches - -  was es auch Jmmer sei - -  jedenfalls 
Kolloidcharakter besitzt, dadureh zu erzielen, dab es, an andere Kolloide 
. 
gebunden, ausgeflockt wurde, worauf, wenn es gelang, allerdings noch 
die weitere Aufgabe folgte, es nach MSglichkeit aus der Adsorptions- 
verbindung mit dem fremden Kolloid wieder zu 15sen. 
Nach mel~'eren fruehtlosen Versuchen mit Eisenhydroxyd, Alu- 
miniumhydroxyd und anderen, wurde festgestellt, dal3 eine Bindung 
des Fermentes an kolloidale Xieselsgure stattfindet, und dab dasselbe 
mit dieser ausgefloekt werden kann. 
Die LSsung der kolloidalen Kieselsgure wurde auf folgende Weise 
hergestellt: Kgufliches Wasserglas wurde auf das 10--20faehe mit 
Wasser verdiinnt, mit Salzs~ure bis zu saurer Reaktion auf Kongopapier 
versetzt und dann lgngere Zeit gegen Wasser dialysiert. 
WirdBlutserum it dem vierten Teil seines Volumens dieser LSsung 
versetzt, so tritt eine starke Flockung ein, die oft (wenn auch nicht ira- 
met) bald filtrierbar wird. Man erhglt dabei ein Mares Filtrat. Wenn 
man dieses Filtrat auf seine ,,fermentative" Wirksamkeit untersueht, 
so finder man, dab dieselbe gegeniiber der des urspriingliehen Serums 
stark herabgesetzt oder sogar ganz verschwunden ist. 
Nun ist bekanntlich d er Gehalt des ]31utserums an wirksamem 
Thrombin iiberhaupt nicht sehr groin, under  nimmt beim Stehen des 
Serum schnell welter ab. Es verwandelt sich in das unwirksame Meta- 
thrombin (Morawitz),  ist vielleieht aueh schon in dem ganz frischen 
Serum zum Tell in dieser Form vorhanden. Durch Alkalischmachen 
und darauf olgende Neutralisation kann das Metathrombin ]eicht wieder 
in wirksames Thrombin umgewandelt werden. 
Es war daher das Filtrat nicht nur in dem urspriinglichen, sondern 
auch in dem aktivierten Zustande zu untersuchen und mit dem ebenfalls 
aktivierten Strum zu vergleichen. Dabei zeigte sich, dab aueh das 
a k t iv ie r te  Filtrat seine fermentative Wirksamkeit verloren hatte. 
Als Beispiel mSge folgender Versuch angeffihrt sein: 
200 ccm lCinderblutserum. 
50 ecru der genannten kolloidalen Kieselsgm'el5sung. Von der Flockung ab- 
fil~riert. Proben des Filtrates mit gleichen Teilen Oxalatplasma versetz~, gerinnen 
nieht. Das Filtrat durch Alkalisgurebehandlung aktiviert gibt mit Oxalatplasma 
ebensowenig Gerinnung. 
9*  
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20 ecm desselben t~inderblutserums. 
5 ecru Wasser, d~von einige Kubikzentimeter mit der gleiehen Menge des- 
selben Oxalatplasmas versetzt. Beginrt der Gerinmmg nach 29 Minuten. Dasselbe 
durch Alkalisgurebehandlung aktiviert, mit gleichen Mengen Oxala~pla.sm~ ver- 
setzt, gib~ Gerinnung nach 61/~ Minuten. 
Die Vermutung lag nahe, dab dureh die Ausfloekung mit Kiesel- 
siiure die wirksame Substanz ~usgesehieden wordea sei. Notwendig 
ist diese Ann~hme nieht; dean es konnte ja die ]3ehandlung auch in 
anderer Weise st6rend eingewirkt haben. Es war also noch zu beweisen, 
dab d~s Gerinnungsferment i  der Ausf~llung noch vorh~nden war. 
Nun gelingt es tat.sgch]ich, aus der Fi~llung wirksame Fermentl6sungen 
zu erhalten. Wird die FNlung im Vakuum getroeknet, gepulvert and 
alsd~nn mit verdiinnter Sodal6sung oder verdiinnter Natronlauge (n/10) 
verrieben, wobeider gr61~te Tell in L6sung geht, und gleich darauf wieder 
neutralisiert bis zu Beginn einer aufs neue entstehenden Ausfgllung, 
so gibt das Filtrat mit Oxalatplasma Gerinnung. Das getroeknete 
Pulver gibt aueh naeh l l/~jghriger Aufbewahrung noeh dasselbe Re- 
sultat. 
Ohne Zweifel wird also ein Teil des Thrombins bzw. Metathrombins 
an die Kieselsgure adsorbiert und k~nn in wirksamer t/'orm aus dieser 
Adsorptionsbindung wieder in LSsung gebraeht werden. 
Jedoch war die Wirksamkeit dieser Fermentl6sungen meistens nicht 
sehr groB mid die tIesultate ungleieh. Desh~lb wurde dieser Weg vor- 
l~ufig verl~ssen und n~eh einem geeigneteren Mitt.el gesueht. 
Die Kieselsiiure ist ein negatives Kolloid, and es war desh~lb daran 
zu denken, dab vielleieht die elektrisehe Ladung der beiden in Betraeht 
kommenden Kolloide bei dem Ausfloekungsvorgange eine Rolle spiele. 
Das war der Grand, weshalb ebenfalls mit einem ausgesproehen nega- 
riven Kolloid, ngmlieh dem Casein, die Abseheidung des Fermentes 
versucht wurde. Es war aber yon vornherein kl~r, daB, wenn die Aus- 
floekung mit diesen Kolloiden gelang, dies nieht notwendig damit 
zus~mmenzuhiiagen brauchte, d~l] d~s Ferment eine entgegengesetzte 
elekt.risehe L~dung besitzt. Die Floekung konnte ja aueh dureh Ad- 
sorptionsvorg~nge anderer Art zustande kommen. In Yersuehen, in 
welehen der eine yon uns (A) d~s Fibrinferment sowohl im Blutserum, 
als aueh in den voa uns hergestellten FermentlSsungen im elektrisehen 
Potentiatgefiille untersuehte und die am Sehlusse dieser Arbeit mitge- 
teilt werden sollen, stellte sieh denn aueh tatsgehlieh heraus, dab das 
:Ferment n ieht  kathodiseh, sondern anodiseh wandert. Nit der elek- 
trisehen Ladung diirfte der Ausfloekungsvorgang wahrseheinlieh niehts 
zu tun haben. 
Die Versuehe zur Abseheidung des Fermentes mit Kasein gaben 
ein viel erfreulieheres I~esultat, and tier Ausarbeitung dieser Methode 
w~ndten wir deshMb unsere gemeinsame Arbeit zu. 
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Bindung des Fermentes an Kaseinniedersehlag. 
Vorversuche. 
Als Ausgangsmaterial verwandten wir frisches Rinderserum. Zu 
100 ccm desselben wurde je 1 g ~rockenes Casein zugesetzt. Das Casein 
wurde naeh I- Iammarste n aus Kuhmilch friseh bereitet. Das Casein 
15st sieh in dem Serum bei heftigem Schiitteln meist vollsts auf. 
Das so zubereitete Serum liegen wir zuerst 12--24 Stunden stehen, 
im Verlauf der weiteren Untersuchungen stellte sich abet heraus, dab 
die Weiterverarbeitung aueh sofort erfolgen kann. Dureh vorsiehtigen 
Zusatz yon 30i)roz. Essigs~ure wurde das Casein gefs und mit Hilfe 
der Zentrifuge oder dutch Filtration yon delu Serum getrennt. Die 
Fs troeknete im Exsikkator zu eiuer glasigen Masse ein, die im 
M6rser rein zerrieben wurde. Dieses Pulver wird im folgenden kurz als 
,,Serumcasein" bezeichnet. 
Es war nun die Frage, ob an das ausfallende Casein sich das Thrombin 
bzw. das Metathrombin gebunden hatte. Es wurde daher zun~chst 
wieder das Filtrat untersucht und mit dem urspriinglichen Serum ver- 
glichen, beide, nachdem sie durch Zusatz yon Normalnatronlauge bis
zu einem Gehalt yon 1/10normal kalisch gemacht, nach ein bis zwei 
Minuten mit ~/10 Salzsgure neutralisiert (bis zur neutralen Reaktion auf 
Laekmuspapier) ulid dadureh aktiviert worden waren. A]s Substralb fiir 
die Wirkung des Fibrinfermentes diente Oxalatplasma. Die Zeit, die 
bis zum Beginn der Gerinnm~g verstrich, wurde mit der Stoppuhr ge- 
messen. Diese, wie alle folgenden Gerinnungsversuche, wurden bei 
Zimmertemperatur vo genommen. 
Bei diesen Versuehen ergab sich folgendes: 
2 eem des aktivierten Ausgangsserums zeigten mit 2 ecru Oxalat- 
plasma versetzt den Anfang der Gerinnung nach 2--6 Minuten, das 
aktivierte Filtrat yon der Caseinfgllung naeh 1/e--11/2 Stundefi. 
Durch die Caseinfs hat also die gerinnungsfSrdernde Wirkung 
des Serums bedeutend abgenommen. Es lag demnach nahe anzunehmen, 
dal] das Casein das Metathrombin adsorbier~ hs in der Tat be- 
sts sieh diese Annahme. 
Die getroeknete und gepulverte Caseinfgllung wurde in Wasser 
verrieben; das Wasser zeigte dabei saure l~eaktion (von noeh anhaf- 
tender Essigss Es wurde zuns n-Natronlauge bis zu neutrMer 
Reaktion auf Laekmuspapier zugesetzt, wobei das Casein beim Verreiben 
sieh gr6Btenteils aufl6st, dann welter n-Na~ronlauge zum Zweek des 
Aktivierens bis zu 1/1 o n zugesetzt und naeh 1--2 Minuten mit ~h-Salz- 
ss unter fortwiihrendem Verreiben soweit neutralisiert, dal~ das 
Casein noch gerade in L6sung blieb. Mit gleichen Teilen Oxalatplasma 
versetzt, erfolgte die Gerinnung naeh 3--5 Minuten. Ohne die Ak- 
tivierung dutch Alkali-Ss gab die L6sung des Sermncaseins 
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mit Oxalatplasma im allgemeinen keine Gerinnung; nur in einzelnen 
Fallen kam naeh 3--4 Stunden eine Gerimmng zur Beobaehtnng. 
Das getroeknete und gepulverte Serumeasein verliert beim Auf- 
bewahren seine Wirksamkeit nieht; selbst naeh I Jahr war das Pri- 
parat imstande, naeh dem Aktivierungsprozeg Plasma in 3--5 Minuten 
zu koagulieren. 
Man k6nnte einwenden, dug die Wirksamkeit dieser LSsungen ieht 
auf einer Adsorption des im Serum vorhandenen Metathrombins be- 
ruhten, sondern dab das Casein selbst ein gerinnungsfSrderndes Moment 
hineingebraeht habe ; dieser Einwand ist um so bereehtigter, als Lager- 
milch, in gleieher Weise aktiviert wie das Serum, ebenfalls imstande ist, 
nach 1/2 Stunde Oxalatplasma zu koagulieren. Die Abnahme der Wirk- 
samkeit des I{estserums h~itte dann allerdings auf andere Weise erklgrt 
werden miissen. ~ ~i 
Es war daher n6tig, mit dem yon uns benutzten Casein Kon~roll- 
versuehe zu unternehmen, wobei das C~seinpulver in genau derselben 
Weise behandelt wurde, wie das Sernmeaseinpulver. Diese Versuehe 
fielen negativ aus: nach ll/~ Stunde war noeh keine Gerinnung einge- 
treten. 
Diese Versuehsergebnisse bereehtigten also zu dem Schlusse, dab 
das ausfallende Casein imstande ist, sich im Serum mit einem Stoff - -  
Metathrombin - -  zu beladen, der naeh dem Aktivieren eine rasehe Gerin- 
nung des Oxalatplasmas bewirkt. 
Bisher war es wohl gelungen, aus der C~seinfillung wirksame 
~ermentl6sungen zu bekommem Aber die wirksame Substanz war 
attf diese Weise nut vermiseht mit dem Casein zu erhalten. Wit be- 
miihten ns zuniehst, in dem gewonnenen Serumeaseinpulver dasMeta- 
thrombin vom Casein zu trennen. Wit versuchten dies zungehst dutch 
stundenlanges Schiitteln des Pulvers mit Wasser im Sehiittelapparat 
zu erreiehen. Das dutch Abzentrifugieren erhaltene, schwach opali- 
sierende Wasehwasser wurde aktiviert, bewirkte abet erst nach ~/4~II/2 
Stunden Gerinnung. 
Wit mnl3ten also kompliziertere Methoden anwenden, um zu un- 
serem Ziele zu gelangen. Man mnB ja wohl annehmen, dab (lurch die 
Alkali-Siureeinwirkung das Tlu'ombin vom Casein abgesI0alten wird. 
:Es miigte also dafiir gesorgt werden, daB, sobald dutch den Aktivierungs- 
prozeg das Thrombin freigemaeht ist, die Adsorbentien aus der LSsung 
entfernt werden. Wit gingen zung~ehst o vor, dug wit das ,,Sermn- 
casein" in der bekannten Weise aktivierten und dann so viel Salzsgure 
oder Essigsiure hinzufiigten, dug das Kasein gerade anfing auszufallen. 
Dureh raseh darauf olgendes Zentrifugieren wurde das Casein vonder 
Lbsung ~bgetrennt; die Aktivit~t der L6sung war sehr sehwankend; 
die Gerinnnngszeiten betrugen 10 Minuten bis 1 Stunde. Welt bessere 
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Resultate rhielten wir aber, als wir das Michael is-  Ronasehe Ver- 
fahren 1) der Enteiweil]ung yon Serum in einer fiir unsere Zweeke ge- 
eignet erseheinenden Ab~nderung anwandten. Wir verrieben 5 g 
,,Serumcasein" in 25 ecru Wasser, fiigten Normalnatronlauge bis zur 
Neutralisation hinzu, aktivierten mit 2,5 ecru n-Natronlauge, verdiinnten 
mit 25 cem Wasser und neutralisierten naeh 2 Minuten mit n-Salzs~ure. 
Alsdann wurden 8 ecru aufs 3fache verdiinnte kolloidale Eisenhydroxyd- 
16sung (Liqu. Ferri oxyd. dialys. Kah lbaum)  zugesetzt, geschiittelt 
und welter 1 ccm ges~ttigte Magnesiumsulfatl6sung z geffigt. Es trat 
eine Floekung ein; der Niederschlag wurde dutch Zentrifugieren ent- 
fernt; das so gewonnene triibe Filtrat bewirkte naeh 1--5 Minuten im 
Oxalatplasma Gerinnung. 
Diese Reihenfolge der einze]nen Prozeduren mu]~te innegeha]ten 
werden. So erh~lt man naeh unseren Effahrungen ein unwirksames 
Priiparat, wenn die F~llung mit dem kolloidalen Eisen direkt nach dem 
Aktivieren mit Natronlauge und vor dem Neutralisieren mit Salzs~ure 
vorgenommen wurde. Aueh spielte bei diesen Yersuehen die Menge der 
zugesetzten Eisenl6sung eine grol]e Rolle. Fiigte man dem nach der 
Eisenf~llung ewonnenen triiben Filtrat wiederum einige Kubikzenti- 
meter EisenlSsung zu, so erhielten wir dutch Filtration eine wesent- 
]ich geringer getriibte L6sung, die sich aber als weniger aktiv erwies. 
Durch mehrmalige Wiederholung dieser Eisenbehandlung konnten wir 
schliel31ieh ein absolut klares, aber v611ig unwirksames Filtrat erhalten. 
Es erwies sich also eine teilweise Ausf~llung der Serumeaseinl6sung 
am vorteilhaftesten. Bei der Eise nf~llung in dieser dosierten Form 
wird nun zwar ein Tell der in dem ,,Serumeasein" enthaltenen, dem 
Ferment anhaftenden Substanzen beseitigt, ein groBer, sogar der gr6Bte 
Tell derselben bleibt aber noch darin. Die so gewonnenen Ferment- 
16sungen waren also noch mit einer grol~en Menge ffemder Stoffe behaftet. 
_~uch hatten sie den t3belstand, ab sie, ffisch bereitet, zwar ziemlieh 
wirksam waren, naeh einigen Tagen aber an Aktivit~t einbiil]ten. 
Es handette sieh also welter darum, yon den durch das besehriebene 
u erhaltenen L6sungen die anhaftenden EiweiBsubstanzen 
mSglichst zu entfernen. Dies gelingt bis zu einem gewissen Grade dutch 
fraktionierte Ausf~llung mit Alkohol. Wir ffigten zu den L6sungen 
1/3--1/2 Volumen Alkohol. Das gibt in der (magnesiumsulfathaltigen) 
L6sung aufs neue eine starke F~llung, yon der abfiltriert wurde. 
Diese Filtrate warefi nur schwaeh getriibt. Urn die Konzentration 
des Alkohols herabzusetzen, wird das Filtrat noeh mit dem gleichen 
Volumen destillierten Wassers versetzt und so schlieI]lich eine Ferment- 
lfisung erhalten, welche, mit gleiehem Volumen Oxalatplasma versetzt, 
in 35--60 Sekunden Gerinnung hervorruft. 
~) Biochem. Zeitschr. ~', 329. 1908; 13, 122. 1908. 
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Die so gewonnenen Prgparate wurden im Eisschrank aufbewahrt 
nnd varloren wiihrend dar Beobaehtungszeit (bis 8 Woehen) niehts an 
Wirksamkeit. Das Ziel, eine gut  w i rksame und, wie es seheint,  
dauernd  ha l tbare  Ferment l6sung zu arhalten, war also erreieht. 
Allerdings ist die Fermentl6sung aueh jetzt noeh mit anderen Sub- 
stanzen vermiseht, wahrseheinlich haftet noeh ein Tell des Caseins 
neben Serumeiweigsubstanzen d m Ferment an, abgesehen yon den 
anorganisehen Beimengungen. Ob eine weitere Reinigung gelingt, 
miissen spgtere Versuche lehren. 
Def in i t i ves  Verfahren.  
Wir fassen noch einmal kurz den Gang der Darstellung unserer Fer- 
mentl6sung zusammen. 
Zusatz yon Caseinpulver zu dem Serum, 1 g auf 100 cem. 
Aufl6sen des Caseins im Sehiittelapparat. 
Ausf~llen des Caseins mit Essigsi~ure. 
Trocknen der F~llung im Vakuum. Pulverisieren. 
AufI6sen des Pulvers in Wasser unter Zusatz yon Normalnatronlauge 
his zur neutralen l%eaktion (ungef~hr 100 ecru Wasser auf 10 g des 
Pulvers). 
Weiterer Zusatz yon Normalnatron]auge: 1 Volumen Normal- 
natronlauge auf 10 Volumen der L6sung. : 
Neutralisieren mit n-Salzs~ure. 
Zusatz yon kolloidaler Eisenhydroxydl6sung (liqu. Ferri oxyd. dialys. 
Kah lbaum) ,  (ungef~hr 10--15 ccm der aufs 3fache verdilnnten 
k~uflichen L6sung auf 100 ccm) Zusatz yon Magnesiumsulfatl6sung 
(ungef~hr 2,5 cem ges~ttigte L6sung auf 100 ccm). 
Trennen des Eisenniederschlages durch Zentrifugieren (Filtrieren 
geht meist zu langsam). 
Versetzen der L6sung mit 1/a--1/2 Volumen Alkohol. 
Abtrennen der entstandenen F~llung dutch Filtration. 
Aufbawahren des Filtrates im Eissehrank. 
Beim Gebrauch Zusatz des gleichen Volumen destillierten Wassars. 
Der Gang der Darstellung ist etwas umst~ndlieh. Wir fragtan uns 
daher, ob sich derselbe nieht vereinfachen l~Bt. 
Zun~chst k6nnte das Trocknen des Caseinniedersehlagas iiberfliissig 
erscheinen, da man ihn doch nachher wieder aufl6sen mug. Wir haben 
uns abet wiederholt davon fiberzeugt, dag, warm man den noch feuchten 
Niederschlag verwendet und in genau gleicher Weise behandelt, die 
Prgparate waniger wirksam werden. Es durfte also auf das Trocknen 
nicht verzichtet warden. ])as Trocknen hat auch den VorteiI, dab man 
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in GestMt des trockenen Pulvers das Ausga~gsmateriM (,,Serumeasein") 
dauernd aufbewahren kann. 
Es war ferner zu eiw/igen, ob die zwischengeschobene Eisenfiillung 
nicht entbehrt werden kann. Wenn man dieselbe wegl/ii~t, d. h. die 
LSsung naeh der Aktivierung direkt mit Alkohol unter Zusatz yon etwas 
MagnesiumsulfatlSsung f/illt, bekommt man auch brauehbare Pr/~- 
parate, abet die Wirksamkeit war doeh viel geringer Ms nach der voran- 
gegangenen Eisenbehandlung. Wir nehmen an, dal] eine die Gerinnung 
verzOgernde Substanz mit der Eisenfallm3g beseitigt wird. 
Praktisehe Anwendungen der FermenflSsungen. 
Wir benutzten unsere Ferment]5sungen zu einigen praktischen :Ver- 
suchen am Tier. Es lieB sich zun~chst in vitro zeigen, dab durch Zusatz 
unserer ThrombinlOsung zu frisch entnommenem Kaninchenblut die 
Gerinnungszeit deutlich verkfirzt wurde. Verglich mun den natiirlichen 
Thrombus mit dem durch das Thrombin bewirkten kiinstlichen, so war 
der letztere viel kompakter. 
/-ISernach versuchten wir die blutstillende Wirkung des Mittels am 
Kaninchenohr. Beide Ohren wurden mit Xylol stark hyper~misiert 
und durch je zwei identisch gelegte Schnitte in die 1%andvene verletzt, 
so dab eine starke Blutung eintrat. Beide Wunden wurden mit je einem 
Tupfer komprimiert. Der auf der sehw~eher blutenden Wunde be- 
findliche Tupfer war mit 33proz. Alkohol getr/inkt, der andere Tupfer 
enthielt unsere Thrombinl5sung (unverdiinnt, also ebenfMls 33~.~ 
Alkohol enthMtend). W/ihrend die st/irker blutende Wunde nach 30 
Sekunden vollkommen stand, lie8 sich am anderen Ohr erst naeh 2 Mi- 
nuten ein Nachlassen der :Blutung beobachten. 
Leicht gelang auch die Stillung yon parenchymatOsen Blutungen. 
Einem Kaninchen wurde in Xthernarkose durch einen Mediansehnitt 
das Abdomen erSffnet und ein 3 g schweres Leberl~ppchen tfernt; 
mit der Hand wurden die zentralw~rts gelegenen Leberpartieen kom- 
primiert, so da$ aus der Schnittwunde kein Blur austraL; nun wurde 
dureh vorsichtiges Liiften der komprimierenden :Finger eine dfinne 
Blutschicht auf der Schnittwunde erzeugt, die mit dem Thrombin be- 
tropft wurde. :Naeh zwei Minuten war die Gerinnung so weir gediehen, 
dab die Kompression nicht mehr nStig war. :Die Leber wurde versenkt, 
die :Bauchwunde-geschlossen und das Tier erholte sieh yon dem 
Eingriff. 
:Naeh eir~em Monat wurde bei dem gleiehen Tier wiederum das Ab- 
domen erSffnet; diesmal gestaltete sich die Operation infolge der vielen 
Verwachsungen sehwieriger; die Adh~sionen wurden stumpf gel6st; dabei 
wurde das briiehige Lebergewebe vielfach zerfetzt undes entstand in 
der wenig fibersichtlichen WundhOhle eine starke, p arenchymatOse 
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Blutung, die durch reichliches Berieseln m[t der Thrombinl6sung ohne 
Schwierigkeiten zum Stehen gebracht wurde. Wir hatten dem Tier in 
dieser Sitzung 11 g Lebergewebe entfernt. Aueh diese Operation iiber- 
stand das Tier ganz ausgezeiehnet, und es befindet sich noch heute 
- -  8 Wochen naeh dem Eingriffe - -  in ausgezeichnetem Zustande. 
Fiir ehirurgische Zwecke scheint sich das Pr/iparat nicht recht zu 
eignen, da die moderne Teehnik unseres Wissens einen besonderen Wert 
darauf legt, dureh 5fteres Abtupfen klare Wundverh~ltnisse zu schaffen. 
Durch dieses h~Lufige Betupfen wird aber das Gerinnsei auf der V~rund - 
ftiiche zerst6rt, die zarten Tbxombell werden aus den Gef~iBlumina 
herausgerissen u d die Blutung beginnt yon neuem. 
Erw~Lhnt sei nut nebenbei, dal~ das Pr~parat auch Aseitesfliissigkeit 
nacll 15 Minuten zur Gerhmung brachte. 
E lekt r i sehe  Uber f f ih rungsversuehe.  
Um einen tieferen Einb]ick in die physika]isch-chemischen V rh&lt- 
nisse zu gewinnen, wurden elektrische ~berfiihrungsversuche angestellt. 
Wir bedienten uns hierfiir des yon Mieh~el is  1) angegebenen l~ber- 
fiihrungsapp~ra~es und verfuhren genau nach den Vorsehriften des 
Autors. In die Mitre des Apparates braehten wir die zu untersuchende 
Fliissigkeit - -  im folgenden kurz al~ Mittelfliissigkeit bezeiehnet - - und 
in die Seitentei]e wurden Puffer eingesehaltet. Wir verwandten aeh 
dem Vorschlage yon Michae l i s  eine Misehung yon primiirem und 
sekund~rem Natriumphosphat. Mit Hilfe yon Gasketten wurde die 
[H'] des Serums bestimmt; dann stellten wir Puffer naeh den Mieha - 
elis'schen Tabellen yon gleieher [H'] her, die ebenfalls nach der elektro- 
metrisehen Methode naohgeprilf~ wurden, l%e s e h~), der kataphoretisehe 
Versuehe mit Tha'ombin angestellt hat, gibt an, dab der yon Miehae l i  s 
empfohlene Puffer in der yon ibm als Testobjekt angewandten reinen 
FibrinogenlSsung Gerinnung sehon yon sich aus hervorruft ; wir arbeiteten 
mit Plasma und konnten ieht linden, dab der Puffer allein sehon geniigt, 
um im Plasma Koagul~tion zu bewirken. 
Der ~berfiihrungsapparat wurde an dus Stadtstromnetz (220 Volt), 
unter Vorschaltung eines Kohle-Alkoholwiderstandes, angeschlossen; 
die Stromstgrke betrug 0,6--1 Milliampere, die lJbeffiihrungsdauer 
wi~hrte 8--24 Stunden. 
Als Mittelfliissigkeit verwandten wir fiir d ie  erste Versuchsreihe 
frisehes Pferdeserum. Naeh der 13berfiihrung wurde die kathodische, 
anodische und die Mittelfliissigkeit n der bekannten Weise mit Alkali- 
Si~ure aktiviert; zu den L6sungen ~mrde dann das gleiehe Volumen 
Oxalatplasma zugesetzt und die Gerinnungszeit bestimmt. 
x) Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration, S. 192. 
~) Reseh, Biochem. Zeitschr. I(8, 297, 5/6. 
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Bei PI~ ---- 8 frat in der anodisehen Sei~enfliissigkeif nach 8, 12 und 
14  Minuten Gerinnung ein; das Serum der Mittelfliissigkeit wirkte naeh 
3,1 und 3 Minuten. Die kathodisehe Seitenfliissigkeit erwies sich als 
vollkommen unwirksam. (3 Versuche). 
Um im Bereich P~ -~ 6 arbeiten zu k6nnen, wurde das Serum der 
Mittelfliissigkeit mit Salzsiiure anges~tuert. Naeh Herstellung yon Put- 
fern gleieher [I-I'], wurde die t3berfiihrung versucht. Es konnte aber 
keine ~3berfiihrung des Ferments beobachtet werden. Die mit Salz- 
s~ure angesetzte Mittelfliissigkeit bewirkte nach 11/4 Stunde und in 
einem zweiten Falle nach 6 3~inuten Gerinnung. 
Wurde das Serum der Mittdlfliissigkeit durch Zusatz yon Natron- 
lauge alkalisch gemaeht und auf eine P~ = 9,5 gebraeht, so trat eben- 
falls keine Kataphorese in; beriicksiehtigt man aber, dab auch das 
Serum der Mittelfliissigkeit erst nach 20 Stunden Gerinnung ausl6ste, 
so ist wohl anzunehmen, dal] das Metafhrombin den Laugenzusatz nieht 
vertr~gt. 
Aus diesen Versuchen kann man also den Schlul~ ziehen, dab bei 
einer [H'] yon Pa = 8 der Komplex Eiwei8 + Metathrombin dissoziiert 
und dab die Thrombinkomponente eine negative Ladung tr~gt. Ob 
bei Pa = 6 eine Umladung erfolgt, kann aus den wenigen bisher ange- 
~steIlten Versuehen oeh nicht gesehlossen werden. 
l~un wissen wir aber~), dal~ der isoelektrische Punkt fiir Casein 
bei 2,5 • 10 -5 liegt und dab die Kiesels~ure ebenfalls anodiseh wandert. 
Daraus folgt, dab wit nicht berechtigt sind anzunehmen, dab beim L6sen 
de~ Caseins im Serum die Thrombinkomponente vermSge ihrer entgegen- 
gesetzten Ladung an Casein adsorbierf wird; ob die Adsorption erst 
beim Ausf~tlen des Caseins mif Essigs~ure stattfindet und ob dabei die 
elektrisehe Ladung eine l~olle spielt, mag dahingestellt bleiben. 
Wir unfersuehten nun weiterhin das Verhalten einer nach unserer 
Methode gewonnenen Thrombinl6sung im elektrischen Potentialgefhlle. 
Leider stellte sich bei der elekfrometrischen Bestimmung der [I:['] 
tier F6rmentl6sung die Wasserstoffelektrode ant kein geniigend kon- 
utantes Potential ein. Wir muBten infolgedessen auf die Einschaltung 
yon Puffern verziehten und begniigten uns mit destilliertem Wasser 
als Seitenfliissigkeit. Das spezifische Gewicht der ThrombinlOsung wurde' 
durch Beimengung yon Traubenzucker ~ den wir als indifferent er- 
kannt hatten ~ grSBer als 1 gemachr 
Wir brauchten ach der 12~berffihrung atiirlieh nieht erst zu ak- 
r sondern konnten die verschiedenen Flfissigkeiten zu gleichen 
Teilen Plasma direkt zusetzen. Die kathodisehe Seiten/liissigkeit ergab 
keine Gerinnung, in der anodisehen Seitenfliissigkeib r nach 20 Mi- 
nuten, in der Mittelflfissigkeit (ThrombinlOsung) nach 7 Minuten Ge- 
l) L. l~Iichaelis und H. Pechsfein, Biochem. Zeitschr. 4~', 260, 3/4. 
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rinnung ein. Diese Versuehe mit Thrombin stehen also im Einklang 
mit den Resultaten Resehs. 
Zusammenfassung. 
1. Beim AuflSsen yon Casein in Blutserum und nachfolgender 
F~llung des Caseins mi~ Essigs~ure wird mit dem Casein das Thrombin 
bzw. Metathrombin als Adsorptionsverbindung ausgeschieden. (Serum- 
Casein i) 
2. Aus dem Strum-Casein lassen sieh sehr wirksame und haltbare 
ThrombinlSsungen herstellen, die sich im Tierversuch zur Stillung 
parenchymatSser Blutungen aueh als pr~k~iseh brauehbar erwiesen. 
3. Im elek~risctlen Potentialgef~lle wandert Thrombin und Meta- 
thrombin ~nodisch. 
